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摘 要 考察了刺五加叶中金丝桃苷和 1，5-二咖啡酰奎宁酸入脑及脑内代谢动力学过程，同时评价刺五加
叶对脑缺血大鼠脑内神经递质的影响。结扎大鼠双侧颈总动脉构建急性不完全性脑缺血模型，利用在线微透
析-液相色谱-串联质谱法，ACE 5 C18-AＲ液相色谱柱等度洗脱，MＲM负离子模式下监测金丝桃苷和 1，5-二咖
啡酰奎宁酸在健康及缺血大鼠脑内代谢动力学差异，正离子模式检测不同组别大鼠脑内谷氨酸(Glu)、天冬
氨酸(Asp)、γ-氨基丁酸(GABA)、乙酰胆碱(Ach)、5-羟色胺(5-HT)、多巴胺(DA)6种神经递质含量。实验结
果表明，在线方法线性良好(Ｒ2 ＞0．99) ，准确度、精密度满足分析要求;金丝桃苷和 1，5-二咖啡酰奎宁酸均能
透过血脑屏障到达脑部，代谢迅速，在缺血大鼠脑内吸收降低，消除加快;相比模型大鼠，预防性刺五加叶给药
7天后，缺血大鼠脑内氨基酸类神经递质 Glu、Asp、GABA 和单胺类神经递质 DA 的水平显著降低(p＜0．01) ，
Ach水平显著升高(p＜0．05)。
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1 引 言
脑血管病是威胁人类健康与生命的主要疾病之一，其中缺血性脑血管病占到了 80%以上［1］。缺血
发生时，脑组织能量衰竭，出现线粒体功能紊乱、酸中毒、水肿、钙泵失调等现象，继而引发 Ca2+超载、毒
性自由基生成增多、神经递质释放失衡和细胞凋亡［2］。各因素间相互联系，互为因果，形成瀑布样级联
反应，严重损伤患者神经系统。胆碱能神经递质乙酰胆碱(Ach)、单胺类神经递质多巴胺(DA)和 5-羟
色胺(5-HT)、兴奋性氨基酸谷氨酸(Glu)、天门冬氨酸(Asp)和抑制性氨基酸 γ-氨基丁酸(GABA)在多
项神经生理活动中发挥作用广泛，表现活跃。这些神经递质的体内水平变化与多种神经元功能紊乱与
神经系统疾病［3 ～ 5］相关。
刺五加系五加科植物刺五加［Acanthopanax senticosus (Ｒupr．et Maxim．)Harms］的干燥根和根茎或
茎［6］，其叶也可作药用。研究表明，刺五加叶中含丰富的黄酮、皂苷及有机酸类活性成分，具有保护心
脑血管、抗肿瘤、降血压、抑制 CYP450活性等药理作用［7］。文献报道，刺五加叶中以金丝桃苷为代表的
黄酮提取物对 DPPH和·OH具有良好的清除能力［8］。有机酚酸 1，5-二咖啡酰奎宁酸(1，5-diCQA)可
通过激活 Erk激酶上调细胞内源性抗氧化系统，减轻 1-甲基-4-苯基吡啶离子(MPP+)诱导的 PC12细胞
氧化应激损伤［9］。目前，关于刺五加叶治疗实验性脑缺血的研究已有报道。研究发现，刺五加叶皂苷
能够显著改善脑缺血大鼠血液流变学及血小板功能异常［10］，提高脑组织超氧化物歧化酶活性，降低丙
二醛、Ca2+及乳酸水平［11］;刺五加叶总黄酮联合电针治疗能提高 B 细胞淋巴瘤 /白血病-2蛋白表达，减
少脑缺血区域细胞凋亡的发生［12］，但有关刺五加叶对缺血大鼠脑内神经递质影响的研究还未见明确报
道。本研究采用结扎大鼠双侧颈总动脉构建急性不完全性脑缺血模型［13］，利用所搭建的微透析-质谱
在线分析平台［14］实现正、负不同离子模式下对缺血大鼠脑内内源性神经递质和外源性药物成分的同
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时、实时、连续监测，真实反映其在脑缺血病理状态下的脑内变化情况，简化了样品处理过程。
2 实验部分
2．1 仪器与试剂
ACQUITYTM UPLC系统，Xevo TQ 三级四极杆质谱仪(美国 Waters 公司) ，ACE 5 C18-AＲ 液相色谱
柱(150 mm × 4．6mm)。微透析系统:CMA 402灌注器推进泵、CMA120 动物清醒活动装置、MAB6 脑微
透析探针(透析膜长 4 mm，截留分子量 15000 Da)、ASI脑定位仪、自组装在线进样器。
5-羟色胺(5-HT)、多巴胺(DA)、谷氨酸(Glu)、天门冬氨酸(Asp)、γ-氨基丁酸(GABA)和乙酰胆碱
(Ach)均购于 Sigma-Aldrich公司;金丝桃苷(Hyperoside，中国药品生物制品检定所) ;1，5-二咖啡酰奎宁
酸(1，5-diCQA，成都普瑞法科技开发有限公司，批号:D090617) ;刺五加叶提取物(实验室制注射用冻干
粉)。乙腈(HPLC级，Fisher公司) ;乙酸(HPLC 级，Tedia 公司) ;超纯水(Milli-Q 系统，Millipore 公司)。
人工脑脊液(aCSF，pH 7．4)由 1．2 mmol /L CaCl2，2．0 mmol /L Na2HPO4·12H2O，1．0 mmol /L MgCl2，2．
7 mmol /L KCl和 145 mmol /L NaCl 配制而成。
2．2 实验过程
2．2．1 动物实验 雄性Wistar大鼠(240～280 g)40只，随机分为 4组，分别为对照组、脑缺血模型组、刺
五加叶给药组(140 mg /kg) ，对照药曲克芦丁组(50 mg /kg) ，尾静脉给药，每日一次，以上剂量均按照人
体临床用药剂量折算。给药 7天后于海马区埋入探针套管，次日进行脑缺血手术。为同时进行药代动
力学研究，缺血手术后按剂量给药，并立即在线微透析采样、检测。
微透析采样:在大鼠海马区(A:!5．6 mm，L:!4．6 mm，V:!4．6 mm)［15］埋入探针套管，次日插入脑
探针，1．0 μL /min灌流 aCSF平衡 90 min，待脑缺血手术后立即采样并在线检测，采样间隔 20 min，连续
采集 180 min。
急性不完全性脑缺血模型:大鼠以戊巴比妥钠(40 mg /kg，ip)麻醉，分离双侧颈总动脉，双线分别
结扎，对照组只分离双侧颈总动脉不结扎。
2．2．2 标准溶液配制 精密称取 8 种待测物对照品，金丝桃苷和 1，5-咖啡酰奎宁酸以甲醇溶解，神经
递质以超纯水溶解，分别制成 1． 0 mg /mL 的单标储备液。用 aCSF-乙腈(4 ∶ 1，V /V)配制浓度为
50．0 μg /mL的混合标准溶液，稀释成不同浓度的标准工作液。
2．2．3 色谱及质谱条件 色谱条件:柱温为室温;流动相组成为 20% A相(乙腈)和 80% B 相(0．5%乙
酸溶液)等度洗脱，流速 0．5 mL /min;进样量:20 μL。
质谱条件:多反应监测(MＲM)模式，刺五加叶中 2 种成分在负离子(－)模式下检测，6 种神经递质
在正离子(+)模式下检测，源温 150℃，毛细管电压 2．0 kV(－)/3．0 kV(+) ，脱溶剂气温度 400 ℃(－)/
350℃(+) ，脱溶剂气流速 800L /h(－)/700L /h (+)。各待测物质谱参数见表 1。
表 1 8种待测物的 MＲM质谱参数
Table 1 Multiple reaction monitoring (MＲM)parameters for eight analytes
名称
Name
保留时间
Ｒetention time
(min)
锥孔电压
Cone voltage
(V)
母离子
Parent ion
(m/z)
子离子
Daughter ion
(m/z)
碰撞能
Collision energy
(eV)
谷氨酸
Glutamic acid，Glu 3．05 22 148．03
天门冬氨酸
Aspartic acid，Asp 3．05 21 134．08
γ-氨基丁酸
γ-Aminobutyric acid，GABA 2．98 22 104．02
乙酰胆碱
Acetylcholine，Ach 3．18 19 146．07
多巴胺
Dopamine，DA 3．25 18 154．18
83．99* 16
102．01 11
74．02* 15
87．95 12
87．05* 10
68．97 14
86．98* 16
43．02 20
136．97* 10
90．96 20
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续表 1(Continued to Table 1)
名称
Names
保留时间
Ｒetention time
(min)
锥孔电压
Cone voltage
(V)
母离子
Parent ion
(m/z)
子离子
Daughter ion
(m/z)
碰撞能
Collision energy
(eV)
5-羟色胺
Serotonin，5-HT 3．81 15 177．02
金丝桃苷
Hyperoside 11．21 34 463．22
1，5-二咖啡酰奎宁酸
1，5-Dicaffeoylquinic acid，1，5-diCQA 6．66 22 515．29
160* 12
132 20
300．23* 26
271．09 42
353．19* 20
191．08 26
* :定量离子对(Quantitation transition)。
3 结果与讨论
3． 1 方法学考察
3． 1． 1 线性范围及检出限、定量限 配制系列混合标准工作液，外标法定量，以待测物浓度为横坐标，
定量离子对峰面积为纵坐标得到各待测物线性回归方程，所得相关系数(Ｒ2)均大于 0．99，S /N≥3 确定
方法检出限(LOD) ，S /N≥10确定定量限(LOQ) ，所得结果见表 2。
表 2 8种待测物的线性范围、回归方程、检出限和定量限
Table 2 Linear range，regression equations，LODs and LOQs of eight analytes
名称
Name
线性范围
Linear range
(ng /mL)
回归方程
Ｒegression equation
相关系数
Correlation coefficient
(Ｒ2)
检出限
LOD
(ng /mL)
定量限
LOQ
(ng /mL)
谷氨酸 Glu 7．5～250 y= 127．52x+1121．5 0．9997 1．5 7．5
天门冬氨酸 Asp 10～100 y= 130．52x+1633．8 0．9973 2．5 7．5
γ-氨基丁酸 GABA 5．0～100 y= 65．60x+116．31 0．9999 0．75 2．5
5-羟色胺 5-HT 0．025～1．5 y= 8474．7x+554．57 0．9967 0．005 0．01
多巴胺 DA 0．025～1．5 y= 6558．4x+951．78 0．9957 0．002 0．005
乙酰胆碱 Ach 0．025～2．5 y= 7523．46x+1378．63 0．9966 0．003 0．01
金丝桃苷 Hyperoside 3．0～2500 y= 104．57x－68．61 0．9999 0．001 0．005
1，5-二咖啡酰奎宁酸
1，5-diCQA 2．5～1250 y= 75．81x－41．86 0．9977 1．0 2．5
3．1．2 准确度、精密度和基质效应 选取各待测物线性范围内高、中、低浓度水平标样添加于人工脑脊
液中，每个浓度重复 5 次，于 3 日内测得日内及日间准确度(ＲE，%)和精密度(ＲSD，%)。结果表明，
8种待测物的日内准确度和精密度范围分别在 1．11%～10．80%和!0．01%～14．40%，日间准确度和精密
度范围分别为 0．08%～14．82%和!14．30%～0．26%，满足生物样品分析要求。
在流动相溶液 A /B(1∶ 4，V /V)中添加高、中、低浓度对照品，制得溶剂标样;向空白大鼠脑透析液
中同样添加以上浓度对照品制，得基质标样。空白大鼠脑透析液中含有一定浓度神经递质待测物，基质
效应(ME)的计算公式:
ME(%)=
(Amatrix － Asample)
Astandard
× 100 (1)
式中，Amatrix为基质标样峰面积，Asample为脑透析液中待测物峰面积，Astandard为溶剂中标样峰面积。据此
得到 8种待测物的 ME范围在 88．4%～113．6%之间，表明透析液基质对待测物无明显干扰。
3．2 金丝桃苷和 1，5-二咖啡酰奎宁酸脑内代谢动力学分析
利用微透析-质谱在线分析平台监测了金丝桃苷和 1，5-二咖啡酰奎宁酸，比较二者在对照组及缺血
大鼠脑内的代谢动力学差异，并利用 PKSolver软件进行了数据分析。图 1 为金丝桃苷和 1，5-二咖啡酰
奎宁酸的脑内药物浓度-时间曲线。
由图 1可见，金丝桃苷和 1，5-二咖啡酰奎宁酸能够顺利透过血脑屏障到达脑部，且代谢过程迅速，
入脑后约 0．5 h即达峰值，3 h内基本代谢完全。表 3列出了二者在对照组及脑缺血大鼠脑内的药代动
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图 1 金丝桃苷(A)和 1，5-二咖啡酰奎宁酸(B)的脑内药物浓度-时间曲线
Fig．1 Concentration-time curves of hyperoside(A)and 1，5-Dicaffeoylquinic acid(B)in brain
力学参数，t1 /2代表半衰期，Cmax和 tmax分别代表最大血药浓度及达到此浓度的时间，AUC0-t代表零时间到
表 3 金丝桃苷和 1，5-二咖啡酰奎宁酸的脑内药代动力学参数
Table 3 Summary of brain pharmacokinetic parameters of hyperoside and 1，5-dicaffeoylquinic acid
药动参数
Parameters
金丝桃苷 Hyperoside
对照组
Control
脑缺血组
Cerebral Ischemia
1，5-二咖啡酰奎宁酸 1，5-diCQA
对照组
Control
脑缺血组
Cerebral Ischemia
半衰期 t1 /2(min) 47．03±23．54 38．17±12．71 53．55±15．47 31．98±22．33
达峰时间 tmax(min) 30．00±8．63 30．00±12．88 30．00±6．41 30．00±14．66
峰浓度 Cmax(ng /mL) 4763±548 125±36 3556±673 24±13
药时曲线下面积零-终采血点
AUC0-t(ng /mL min)
240183±14457 8583±648 311264±25847 1839±155
药时曲线下面积零-无限大
AUC0-inf_obs(ng /mL min)
251999±13574 9197±721 369824±13763 1942±237
最终采血点的浓度-时间曲线下面积，AUC0-inf_obs代表零时间到无限大时间的浓度-时间曲线下面积
［16］。
金丝桃苷和 1，5-二咖啡酰奎宁酸的药代动力学参数在对照组及缺血大鼠脑内呈现出了显著变化。
t1 /2在临床上多用于反映药物从体内消除速度的快慢，相比对照组，金丝桃苷和 1，5-二咖啡酰奎宁酸在
缺血大鼠脑内的 t1 /2有所降低，表明二者在缺血大鼠脑内消除速度加快;Cmax和 tmax是反映药物体内吸收
速率的两个指标，AUC是评价药物吸收程度的重要指标，给药后约 0．5 h 药物浓度即达峰值，说明二者
能够迅速透过血脑屏障到达脑部;二者在缺血大鼠脑内的 Cmax及 AUC 明显降低，表明脑缺血的发生影
响了刺五加叶中药物成分的脑内代谢，推测可能是大鼠脑缺血后血液流动被阻断或缓流，在缺血缺氧病
理状态下机体转运能力降低导致。
3．3 刺五加叶治疗脑缺血的作用评价
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图 2 不同组别大鼠脑透析液中 6 种神经递质水平比较
* p＜0．01;#p＜0．05
Fig．2 Comparison of the contents of six kinds of neurotrans-
mitters in cerebral dialysate of different group rats，
* p＜0．01;#p＜0．05
刺五加叶中有效成分能够顺利到达脑部，
为进一步探究其治疗脑缺血的作用机制，利用
所搭建的微透析-质谱在线分析平台同时检测了
对照组、脑缺血模型组、刺五加叶给药组和曲克
芦丁组大鼠末次给药后 3 h 内海马区 6 种神经
递质水平，经前期测定的探针回收率［17］校正后，
所得结果见图 2。
由图 2可见，缺血引发了大鼠脑内的神经
递质紊乱，Glu，Asp，GABA，DA 和 5-HT 在缺血
3 h内海马区水平显著高于对照组(p ＜ 0． 01) ，
Ach水平显著降低(p＜0．01)。Glu 与 Asp 是兴
奋性氨基酸(EAAs) ，尤其 Glu 是中枢神经系统
中主要的兴奋性神经递质。Glu 储存于神经元
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末梢的突触囊泡中，以 Ca2+依赖的方式释放到突触间隙中，正常状态下，大部分 Glu 会经再摄取重新回
到细胞内，只有小部分发挥兴奋性神经递质作用，用于信号传递。但在脑缺血状态下，大量 Ca2+内流，必
然引发 Glu的过度释放使谷氨酸受体处于持续兴奋状态，导致神经元死亡，引发神经毒性［18］。给药刺
五加叶大鼠在缺血后 Glu水平显著低于模型大鼠(p＜0．01) ，推测可能是一定程度上缓解了 Ca2+大量内
流，发挥了钙通道阻滞剂的作用。GABA为主要的抑制性神经递质，可以对突触后神经元起抑制保护作
用，同时也可抑制突触前神经元 Glu 的释放。本研究发现，缺血大鼠脑内 GABA 的水平显著升高
(p＜0．01) ，推测可能是由于缺血早期 Glu水平显著升高，GABA发挥了代偿性拮抗作用。但 GABA的过
度释放也会导致细胞内 GABA耗竭，使细胞内源性抑制降低，神经元兴奋-抑制失衡，继而引发迟发性神
经元死亡［19］。Ach是促进学习记忆、维持觉醒的重要神经递质。通常在脑梗塞恢复期或多发性脑梗塞
痴呆的治疗方案中会增加 Ach量以改善认知能力［20］。DA和 5-HT是主要的单胺类神经递质，二者在缺
血大鼠脑内含量显著增高，一方面，由于缺血时大量 Ca2+内流，导致其释放量增加;另一方面，缺血引发
脑内能量耗竭递质重摄取受阻，且降解单胺类神经递质的单胺氧化酶(MAO)活性降低。文献［21］报
道，单胺类神经递质能够对缺血神经元造成直接损伤，并能促进兴奋性神经递质的释放，增加 N-甲基-
D-天门冬氨酸(NMDA)的敏感性，进一步促进 Ca2+的大量内流。预防性给药刺五加叶提取物及阳性对
照药曲克芦丁，缺血大鼠脑内 6种神经递质的水平紊乱得到不同程度改善。刺五加叶中有效药物成分
迅速透过血脑屏障到达大鼠脑部发挥作用，显著降低了缺血大鼠脑内 Glu、Asp、GABA 和 DA 的水平
(p＜0．01) ，升高了 Ach的水平(p＜0．05)。相比对照药曲克芦丁，刺五加叶对氨基酸类神经递质具有更
好的调节作用。
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图 3 不同组别大鼠脑内 6种神经递质水平的 PLS-
DA分析得分图
Fig．3 PLS-discriminant analysis score scatter plot of
data from the contents of six kinds of neurotransmitters
in cerebral dialysate of different group rats
以所测得的神经递质含量作为统计变量，采用
偏最小二乘判别分析法(PLS-DA)通过得分图对样
本进行整体评价。在图 3 中，椭圆区域代表 95%置
信区间内，每点代表一个生物样本，对照组和脑缺血
模型组间能够明显区分，表明缺血后大鼠海马区的
神经递质水平发生了显著改变;刺五加叶及曲克芦
丁组能与缺血模型组良好区分，说明预防性给药刺
五加叶提取物及曲克芦丁后能有效调节缺血引发的
神经递质紊乱，对缺血导致的神经损伤起到了保护
作用。
4 结 论
刺五加叶中药物成分金丝桃苷和 1，5-二咖啡酰
奎宁酸能够成功透过血脑屏障到达脑部发挥作用，
并能够有效缓解由缺血引发的神经递质水平紊乱，
尤其对氨基酸类神经递质，其调节作用优于阳性对照药曲克芦丁，表明刺五加叶具有较好的神经保护作
用。本研究实现了对内源性及外源性物质在不同离子监测模式下的同时、实时、连续检测，从调节神经递
质角度研究了刺五加叶对脑缺血的治疗作用，对开展药效学及药物代谢过程的体内研究具有借鉴意义。
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Analysis of Brain Pharmacokinetics of Hyperoside and 1，5-Dicaffeoylquinic
Acid and Treatment Effects of Acanthopanax Senticosus Leaves on
Cerebral Ischemia by On-line Microdialysis-Tandem
Mass Spectrometry
WANG Qian-Qian1，2，ZHANG Yan1，3，MENG Lu-Lu4，PI Zi-Feng* 1，LIU Shu1，Song Feng-Ｒui1，LIU Zhi-Qiang* 1
1(Changchun Center of Mass Spectrometry，Changchun Institute of Applied Chemistry，
Chinese Academy of Sciences，Changchun 130022，China)
2(University of Chinese Academy of Sciences，Beijing 100039，China)
3(College of Chemistry and Pharmaceutical Engineering，Jilin Institute of Chemical Technology，Jilin 132022，China)
4(Science and Technology Department of Jilin Province，Jilin 130041，China)
Abstract The brain pharmacokinetics of hyperoside and 1，5-dicaffeoylquinic acid and the effects of
acanthopanax senticosus leaves on neurotransmitters in cerebral ischemic rat brain were investigated． In the
study，acute incompleteness cerebral ischemia model was developed by ligating the bilateral common carotid
arteries of rats． The differences of brain pharmacokinetics of hyperoside and 1，5-dicaffeoylquinic acid between
control and cerebral ischemic rats were determined by online microdialysis coupled with MS /MS method． At
the same time，the contents of glutamic acid (Glu) ，aspartic acid (Asp) ，γ-aminobutyric acid (GABA) ，
serotonin (5-HT) ，dopamine (DA) ，and acetylcholine(Ach)in rat hippocampus among different groups were
determined simultaneously in MＲM mode． ACE 5 C18-AＲ column was used for separation． Ｒesults showed that
the online analytical method had excellent linearity (Ｒ2 ＞0．99)． The accuracy and precision could meet the
analysis requirement． Besides，the hyperoside and 1，5-dicaffeoylquinic acid penetrated the blood-brain barrier
successfully and metabolized quickly，but the absorption reduced and elimination became faster in cerebral
ischemic rats;the contents of Glu，Asp，GABA and DA in brain issue of cerebral ischemic rats decreased
significantly (p＜0．01)and the level of Ach increased remarkably (p＜0．05)after a preventive medication with
the extract of acanthopanax senticosus leaves for one week．
Keywords Acanthopanax senticosus leaves;Neurotransmitters;Cerebral ischemia;Online microdialysis-
tandem mass spectrometry
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